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Abstract of WO0214833 

According to the invention, in order to separate 
individual, in particular, biological objects from a, 
in particular, biological preparation, a support 
device is used. A laser light absorbing membrane 
(1 ), for example made from polyester or 
polyethylene-naphthalene is introduced to the 
biological preparation for processing, preferably 
together with a support material (2) thereunder, 
for example, a glass object support, or a thicker 
membrane, held in a mounting device (3, 4), in 
particular in the form of a frame, and tensioned to 
give a compact unit. Said support device is 
particularly suitable for isolating individual 
biological objects from the surrounding biological 
material, by means of laser irradiation and to 
catapult the above into a collecting device. The 
combination of a laser light absorbing membrane 
(1) and a laser light transparent membrane (2) as 
support for the laser light absorbing membrane 
(1) is particularly advantageous. 
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(57) Abstract: According to the invention, 
in order to separate individual, in particular, 
biological objects from a, in particular, 
biological preparation, a support device is 
used. A laser light absorbing membrane 

(1) , for example made from polyester or 
polyethylene- naphthalene is introduced to 
the biological preparation for processing, 
preferably together with a support material 

(2) thereunder, for example, a glass object 
support, or a thicker membrane, held in 
a mounting device (3, 4), in particular in 
the form of a frame, and tensioned to give 
a compact unit. Said support device is 
particularly suitable for isolating individual 
biological objects from the surrounding 
biological material, by means of laser 
irradiation and to catapult the above into a 
collecting device. The combination of a laser 
light absorbing membrane (1) and a laser 

y 3 n S nt transparent membrane (2) as support 
for the laser light absorbing membrane (1) 
is particularly advantageous. 

(57) Zusammenfassung: Zur Separation 
einzelner insbesondere biologischer Objekte 
aus einem insbesondere biologischen 
Praparat wird die Verwendung einer Tragervorrichtung vorgeschlagen, bei der eine laserlichtabsorbierende Membran (1), 
beispielsweise aus Polyester oder Polyethylen-Naphthalin, auf der das zu bearbeitende biologische Praparat aufzubringen ist, 
vorzugsweise zusammen mit einem darunter befindlichen Tragermittel (2), beispielsweise einem Glas-Objekttrager oder einer 
dickeren Membran, durch eine insbesondere als Rahmen ausgestaltete Haltevorrichtung (3, 4) gehalten und gespannt wird, so dass 
eine kompakte Einheit bereitgestellt 

[Fortsetzung auf der n&chsten SeiteJ 
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wird. Die erfindungsgemasse Tragervorrichtung eignet sich insbesondere dazu, einzelne biologische Objekte mittels Laserstrahlung 
aus einem umgebenden biologischen Material herauszuI8sen und in eine Auffangvorrichtung zu katapultieren. Insbesondere die 
Kombination einer laserlichtabsorbierenden Membran (1) und einer laserlicht-durchlassigen Membran (2) als Stiitze flir die laser- 
lichtabsorbierende Membran (I) ist vorteilhaft 
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Tragervorrichtung fur ein Praparat zum Separieren einzelner 
Objekte aus dem Praparat mittels Laserstrahlung 

Die vorliegende Erfinciung betrifft eine Tragervorrichtung fur 
ein Pr&parat, insbesondere ein biologisches Praparat, welche 
dazu geeignet ist, einzelne in dem Praparat enthaltene Ob- 
jekte, insbesondere biologische Objekte wie Zellen oder Chro- 
mosomen, aus dem Praparat mittels Laserstrahlung herauszulo- 
sen und somit von dem Praparat zu separieren. 

Gattungsgemafte Tragervorrichtungen werden beispielsweise auf 
dem Gebiet der Mikrodissektion zum Sortieren und zur Gewin- 
nung einzelner biologischer Zellen verwendet . Ein entspre- 
chendes Verfahren ist beispielsweise in der WO 97/29355 A der 
Anmelderin beschrieben. In dieser Druckschrift wird vorge- 
schlagen r ein selektiertes biologisches Objekt von der auf 
einem planaren Trager befindlichen umgebenden biologischen 
Masse durch einen Laserstrahl abzutrennen, so dass das selek- 
tierte biologische Objekt von der umgebenden biologischen 
Masse frei prapariert ist. Zu diesem Zweck wird das selek- 
tierte biologische Objekt mittels Laserstrahlung aus der um- 
gebenden biologischen Masse herausgeschnitten. Das somit frei 
praparierte biologische Objekt wird anschlieAend mit Hilfe 
eines Laserschusses von dem Trager zu einer Auf f angvorrich- 
tung katapultiert, wobei es sich bei der Auf f angvorrichtung 
beispielsweise urn ein Auf f angsubstrat oder eine Auffangkappe 
("Cap") handeln kann. In der Regel wird dieses Verfahren in 
Kombination mit einer entsprechenden Mikroskopanordnung ange- 
wendet, um den Schneide- und Katapultierprozess mikroskopun- 
terstutzt steuern zu konnen. Die Steuerung des Laserstrahls 
zum Herausschneiden und/oder Herauskatapultieren eines selek- 
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tierten biologischen Objekts kann rechnergestutzt erfolgen. 
Zur Gewinnung, d.h. Separierung, eines einzelnen biologischen 
Objekts ist nicht unbeclingt erf orderlich, dass zuerst ein 
Schneidevorgang und anschlieftend ein Katapultiervorgang mit 
5 Hilfe zwei separater Laserbestrahlungen durchgefiihrt wird, 
sondern Untersuchungen haben ergeben, dass in Abhangigkeit 
von der Laserenergie und dem Laserfokus sowie der Beschaffen- 
heit des jeweils zu behandelnden biologischen Materials auch 
bereits ein einzelner Laserschuss ausreichen kann, urn das ge- 
10 wiinschte biologische Objekt direkt aus der umgebenden biolo- 
gischen Masse herauszulSsen und in die Auf f angvorrichtung zu 
katapultieren . 

Das mit der Laserstrahlung zu bearbeitende Pr&parat befindet 

15 sich in der Regel auf einem Glasob j ekttrager . Es kann sich 

jedoch auch auf einer das jeweilige Laserlicht absorbierenden 
Tragermembran, welche im Laufe des Schneidevorgangs zusammen 
mit dem Praparat geschnitten wird, befinden. In dem nachfol- 
genden Katapultiervorgang wird das frei prSparierte biologi- 

20 sche Objekt zusammen mit dem entsprechenden herausgeschnitte- 
nen Membranteil in die Auf f angvorrichtung katapultiert . Die 
Verwendung einer derartigen Tragermembran ist vorteilhaft, da 
sich damit groftere Objekte in ihrer Gesamtheit mit einzelnen 
Laserschiissen herauskatapultieren lassen, wobei die TrSger- 

25 membran wie ein Tablett wirkt, mit dem auch grottere Areale 

transportiert bzw. katapultiert werden konnen. Kleinere bio- 
logische Objekte, wie beispielsweise Filamente oder Chromoso- 
men, lassen sich leichter frei praparieren, da sie an der 
Tragermembran haften bleiben und anschlieftend in dem Ka- 

30 tapultiervorgang zusammen mit dem entsprechenden Mernbranteil 
morphologisch intakt in die Auf f angvorrichtung katapultiert 
werden konnen. 



Die Handhabbarkeit einer derartigen Tragermembran ist jedoch 
35 aufterst problematisch, da es sich bei dieser Membran urn eine 
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sehr dunne Membran mit einer Dickie im Mikrometerbereich han- 
delt. Zusammen mit der Tragermembran, welche zur Aufnahme des 
zu bearbeitenden Praparats dient, muss daher ein laserlicht- 
durchlassiger Trager zum Tragen der Membran oder als Unter- 
stutzung der Membran verwendet werden. Dabei wird herkSmm- 
licherweise ein Glas-Objekttrager verwendet, wie er in be- 
kannten Mikroskopen oder dergleichen verwendet wird. Das Auf- 
bringen der Membran auf den Glas-Objekttrager erfolgt dann in 
der Regel per Handarbeit, d.h. die Membran wird von dem je- 
weiligen Benutzer auf den Glas-Objekttrager gelegt und gege- 
benenfalls durch Anbringen eines Spezialklebstof f es zwischen 
Membran und Glas-Objekttrager an dem Glas-Obj ekttrSger befes- 
tigt . 

Diese Vorgehensweise ist jedoch relativ aufwSmdig. Zudem kann 
nicht verhindert werden, dass aufgrund der "Welligkeit" der 
Membran einzelne Zwischenraume zwischen der Membran und dem 
Objekttrager auftreten, die far die Laserbehandlung und die 
ublicherweise simultan erfolgende Mikroskopbetrachtung hin- 
derlich sind. Derartige Zwischenraume treten auch beim An- 
bringen eines Klebemittels zum Kleben der Membran auf den Ob- 
jekttrager auf, da insbesondere im Bereich biologischer, che- 
mischer oder medizinischer Analysen bzw. Experimente haufig 
mit w&ssrigen L5sungen oder w&ssrigen PrSparaten (z.B. Alko- 
hol) gearbeitet wird, so dass nicht ausgeschlossen werden 
kann, dass es zum Kontakt zwischen dem Klebemittel und Wasser 
kommt, was bei Verwendung eines wasser loslichen Klebemittels 
die unerwunschte Folge hat, dass sich die Membran von dem Ob- 
jekttrager lost. 

Der vorliegenden Erfindung liegt daher die Aufgabe zugrunde, 
eine Tragervorrichtung ftir ein Praparat, insbesondere ein 
biologisches Praparat, bereit zustellen, welche zum Separieren 
einzelner Objekte aus dem Praparat mittels Laserstrahlung ge- 
eignet ist und eine leichtere Handhabbarkeit der verwendeten 



WO 02/14833 



PCT/EP01/09468 



- 4 - 

Membran und damit eine leichtere Durchfiihrung des Separa- 
tionsprozesses ermoglicht. 

Diese Aufgabe wird erf indungsgemafi durch eine Tragervorrich- 
tung mit den Merkmalen des Anspruchs 1 gelSst. Die Unteran- 
spruche definieren jeweils bevorzugte und vorteilhafte Aus- 
fuhrungsf ormen der vorliegenden Erfindung. 

Erf indungsgemaft ist eine Haltevorrichtung oder ein Hal t emit- 
tel vorgesehen, um die laserlichtabsorbierende Membran zu 
spannen und somit das zuvor beschriebene Problem der Wellig- 
keit zu losen. 

Die Membran, welche zur Aufnahme des jeweils mitt els Laser- 
strahlung zu bearbeitenden Praparats dient, kann auf einem 
Tragermittel aufliegen, wobei das Haltemittel ausgestaltet 
ist, um die Membran und das Tragermittel zusammenzuhalten. 
Auf diese Weise wird eine Einheit zwischen der Membran und 
dem Tragermittel geschaffen, d.h. die Membran und das Trager- 
mittel werden in Form eines "Pakets" bereitgestellt , wodurch 
die Handhabbarkeit der gesamten TrSgervorrichtung erleichtert 
wird. 

Bei dem Tragermittel kann es sich beispielsweise um herkomm- 
liche laserlichtdurchlSssige Objekttr&ger, insbesondere aus 
Glas, handeln, wobei die Haltemittel beispielsweise in Form 
eines insbesondere umlaufenden Rahmens ausgestaltet sind, so 
dass die Membran einerseits fest an dem Objekttr&ger befes- 
tigt und andererseits gespannt ist, um Zwischenr^ume zwischen 
der Membran und dem Objekttrager sowie eine "wellige" Ober- 
flache der Membran zu verhindern. Die Membran kann z.B. unter 
Anwendung von Warme geglaittet (z.B. mittels Vakuum) auf den 
Objekttrager aufgebracht werden. 
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Ebenso kann es sich bei dem Tragermittel urn eine gegeniiber 
der laserlichtabsorbierenden Membran relativ dicke Membran 
handeln, beispielsweise aus Teflon mit einer Dicke von ca. 20 
pm. Auch hier kSnnen die beiden Membrane durch in Form eines 
5 Rahmens ausgestaltete Haltemittel fest als eine Einheit zu- 
sammengehalten werden. 

Besonders vorteilhaft ist es, die erf indungsgem&ften Haltemit- 
tel in Form einer Petrischale auszugestalten, wobei in der 

10 Petrischale die laserlichtabsorbierende Membran, welche zur 
Aufnahme des jeweils zu bearbeitenden Praparats dient, und 
eine zum Stiitzen bzw. Tragen dieser Membran vorgesehene wei- 
tere Membran unmittelbar aneinanderliegend gehalten werden. 
In der Petrischale konnen somit lebende Zellen oder Zellkul- 

15 turen gezuchtet werden, welche anschlieftend von der laser- 
lichtabsorbierenden Membran per Laserstrahlung herauskatapul- 
tiert werden, wobei das Herauskatapultieren direkt oder nach 
einem vorhergehenden Ausschneiden erfolgen kann. 

20 Ein weiteres erf indungsgemaftes Ausf lihrungsbeispiel sieht vor, 
die laserlichtabsorbierende Membran, welche durch die Laser- 
strahlung zusammen mit dem darauf befindlichen Praparat ge- 
schnitten bzw. wegkatapultiert wird, durch ein in Form einer 
Maske ausgebildetes Klebeband auf dem darunter befindlichen 

25 Tragermittel, beispielsweise in Form eines Glas-ObjekttrSgers 
oder in Form einer dickeren laserlichtdurchiassigen Membran 
(z.B. aus Teflon), zu befestigen. Dabei wird das Klebeband 
derart angebracht, dass die laserlichtabsorbierende Membran 
direkt auf dem darunter befindlichen Tragermittel aufliegt 

30 und die Randbereiche dieser Membran mittels des Klebebands an 
dem darunter befindlichen Tragermittel befestigt werden, um 
die laserlichtabsorbierende Membran zu spannen. 

Die erf indungsgemMfle laserlichtabsorbierende Membran kann 
35 beispielsweise aus Polyester oder Polyethylen-Naphthalin be- 
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stehen. Die Polyethylen-Naphthalin-Membran besitzt den Vor- 
teil, dass sie sich mittels Laserstrahlung, beispielsweise 
mittels UV~Lasterstrahlung, sehr gut schneiden lasst, so dass 
sich mit relativ geringer Schnittenergie eine sehr gute 
Schnittlinie ergibt. Der Einsatz der Polyethylen-Naphthalin- 
Membran ist insbesondere in Kombination mit Glas- 
ObjekttrSgern sinnvoll und vorteilhaft. Zum Schneiden von Ob- 
jekten, z.B. Chromosomen oder Filamenten, die in einera biolo- 
gischen Material eng beieinander liegen, ist in einem gewis- 
sen Malie zunachst eine Ablation des biologischen Materials 
erf orderlich, urn eine reine ProbenprSparation zu ermoglichen. 
Dabei erfolgt die Ablation mit einer geringeren Laserenergie. 
Bei der Ablation sollte die Membran, auf der sich das biolo- 
gische Material befindet, nicht zerstort werden. Unter diesem 
Gesichtspunkt kann die Verwendung einer Polyester-Membran 
vorteilhaft sein, da diese Membran eine selektive Ablation 
des darauf befindlichen biologischen Materials ohne Zer- 
storung der Membran ermoglicht . Die Polyester-Membran kann 
daher iramer dann zum Einsatz kommen, wenn sehr kleine biolo- 
gische Objekte, wie beispielsweise Zellkompartimente, Chromo- 
somen, Filamente oder Kernteile, aus dem umgebenden biologi- 
schen Material herausgeschnitten bzw. herauskatapultiert wer- 
den sollen. 

Allgemein ist zu bemerken, dass die Kombination einer laser- 
lichtabsorbierenden Membran mit einer darunter befindlichen 
Tragerfolie zum Stutzen der erstgenannten Membran vorteilhaft 
ist, da bei einer Membran-Membran-Kombination mit einem Ob- 
jektiv mit kurzem Arbeitsabstand, beispielsweise mit einem 
lOOx-Objektiv, gearbeitet werden kann, was insbesondere fur 
die Betrachtung von Filamenten oder Chromosomen von Vorteil 
ist. Bei Verwendung von normalen Glas-Objekttragern (Dicke 1 
mm) k5nnen in der Regel nur mit einem Ob jektiv mit groiierem 
Arbeitsabstand, beispielsweise mit einem 40x-Obj ektiv, zu- 
f riedenstellende Ergebnisse erzielt werden. 
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Da auf dem Gebiet chemischer, medizinischer Oder biologischer 
Analysen bzw. Experimente haufig mit Zellf lussigkeiten etc. 
gearbeitet wird, sollte zumindest die laserlichtabsorbierende 
Membran, welche zur Aufnahme des jeweils zu bearbeitenden 
Praparats dient und zusammen mit dem PrSparat geschnitten 
bzw. wegkatapultiert wird, hydrophilisiert sein, um ein "Ab- 
perlen" der auf dieser Membran befindlichen Flttssigkeit zu 
verhindern und eine gleichmafcige Verteilung der Flttssigkeit 
auf der Membran zu ermoglichen . Vorteilhaf terweise sollte bei 
Verwendung einer Stiitz- oder Tragerfolie auch diese zweite 
Membran hydrophilisiert sein. Die Hydrophilisierung der Memb- 
rane kann allgemein mit Hilfe herkommlicher Prozesse bewerk- 
stelligt werden, beispielsweise durch Plasmaprozesse, welche 
eine Ionisierung der Membranoberf lache zur Folge haben. 

Die vorliegende Erfindung kann - wie zuvor beschrieben worden 
ist - vorzugsweise zur Bearbeitung biologischer PrMparate und 
zum Separieren einzelner biologischer Objekte, wie beispiels- 
weise lebender oder fixierter biologischer Zellen oder Zell- 
bestandteile, Chromosomen oder Filamente etc., verwendet wer- 
den. Ebenso ist jedoch die vorliegende Erfindung auch zur La- 
serbehandlung von nicht biologischen Objekten bzw. unbelebter 
Materie geeignet, um z.B. mikroskopisch kleine Objekte aus 
Glas, Silica oder Kunststoffe aus einem entsprechenden umge- 
benden Material herauszulSsen . Die vorliegende Erfindung wird 
jedoch nachfolgend zur Veranschaulichung anhand des Beispiels 
der Separation einzelner biologischer Objekte aus einer bio- 
logischen Masse bzw. einem biologischen Praparat beschrieben, 
wobei insbesondere bevorzugte Ausf iihrungsbeispiele der vor- 
liegenden Erfindung erlautert werden. 



35 



Figur 1 zeigt eine Darstellung einer TrSgervorrichtung gem&fl 
einem ersten Ausf iihrungsbeispiel der vorliegenden Erfindung, 
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Figur 2 zeigt eine Darstellung einer Tragervorrichtung gemaft 
einem zweiten Ausf uhrungsbeispiel der vorliegenden Erfindung, 

Figur 3 zeigt eine Darstellung einer Tragervorrichtung gemafc 
5 einem dritten Ausf Uhrungsbeispiel der vorliegenden Erfindung, 



Figur 4 zeigt eine Darstellung einer Tragervorrichtung gemaii 
einem vierten Ausf Uhrungsbeispiel der vorliegenden Erfindung. 

10 

Die in Figur 1 im Querschnitt gezeigte Tragervorrichtung ist 
in Form einer sogenannten Petrischale ausgestaltet. Dabei 
handelt es sich urn einen im vorliegenden Fall zylinderf drmi- 
gen Grundkorper 3, dessen Oberseite offen ist, wahrend die 

15 Unterseite von einer ersten Membran 2 abgedeckt ist. Diese 
Membran 2 kann beispielsweise aus Teflon bestehen und eine 
Dicke von ca. 20 p aufweisen. Die Membran 2 ist an der Un- 
terseite des Grundkorpers 3 mit Hilfe eines umlaufenden 
kreisformigen Rings 4 zwischen dem Ring 4 und dem- Grundkorper 

20 3 eingespannt und planar. Derartige Petrischalen sind allge- 
mein bekannt und handelsiiblich. Der besondere Vorteil derar- 
tiger Petrischalen bzw. der darin verwendeten Membran 2 liegt 
darin, dass auf der Membran 2 lebende Zellkulturen gezttchtet 
werden konnen. 

25 

Erf indungsgemaft ist unmittelbar auf der Membran 2 eine weite- 
re Membran 1 angeordnet, welche derart ausgestaltet ist, dass 
sie mittels Laserstrahlung geschnitten werden kann bzw. Ob- 
jekte von ihr mit Hilfe des zuvor beschriebenen Laserkatapul- 

30 tiereffekts (auch direkt) wegkatapultiert werden konnen. Die 
Membran 1 muss demzufolge laserlichtabsorbierend ausgestaltet 
sein, wahrend die Membran 2 bei Laserlichtbestrahlung nicht 
von dem Laserlicht beschadigt werden darf und daher la- 
serlichtdurchiassig sein sollte. Die laserlichtabsorbierende 

35 Membran 1 wird wie die laserlichtdurchlcissige Membran 2 zwi- 



und 
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schen dem Ring 4 und dem GrundkSrper 3 der Petrischale derart 
eingespannt, dass sich eine planare Oberfl£che ergibt. Die 
beiden Membrane 1 und 2 konnen gegebenenf alls aneinander ge- 
klebt sein Oder aneinander haften. 



Auf die laserlichtabsorbierende Membran 1 ist das zu bearbei- 
tende biologische Material aufzutragen. Die Ausgestaltung der 
erf indungsgema&en TrSgervorrichtung in Form einer Petrischale 
ist insbesondere deshalb vorteilhaft, da in der Petrischale 

10 Zellkulturen gezuchtet werden konnen, welche anschliefiend un- 
mittelbar einer Laserbehandlung zum Separieren einzelner bio- 
logischer Objekte aus dem jeweiligen biologischen Material 
unterzogen werden konnen, ohne die " Zellkulturen aus der Pet- 
rischale entnehmen und auf einen herkommlichen Objekttrager 

15 aufbringen. zu miissen. 

Zur Laserbehandlung wird die in Figur 1 gezeigte Petrischale 
mit dem darin befindlichen Material beispielsweise derart o- 
berhalb einer Laseranordnung positioniert , dass der von der 

20 Laseranordnung erzeugte Laserstrahl von unten auf die Petri- 
schale trifft und die laserlichtdurchlSssige Membran 2, wel- 
che als Boden bzw. Sttttze far die wesentlich dunnere laser- 
lichtabsorbierende Membran 1 dient, durchwandert . Da es sich 
bei der Membran 1 um eine laserlichtabsorbierende Membran 

25 handelt, kann nunmehr mit Hilfe des Laserstrahls durch eine 
entsprechende Relativbewegung zwischen der Petrischale und 
dem Laserstrahl die Membran 1 mit dem darauf befindlichen 
biologischen Material geschnitten werden, um einzelne zuvor 
selektierte biologische Objekte aus dem umgebenden biologi- 

30 schen Material herauszuschneiden . Wurden auf diese Weise die 
gewunschten biologischen Objekte separiert, kann mit Hilfe 
eines einzelnen Laserschusses Oder einzelner LaserschQsse das 
jeweils gewunschte biologische Objekt mit dem entsprechenden 
herausgeschnittenen Membranteil der laserlichtabsorbierenden 

35 Membran 1 nach oben in eine geeignete Auf f angvorrichtung, 
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beispielsweise in ein Auf f angsubstrat Oder in eine Auffang- 
kappe, katapultiert werden. Dies geschieht aufgrund eines la- 
serinduzierten Katapultiervorgangs, der naher in der eingangs 
beschriebenen WO 97/29355 A, auf welche diesbezttglich verwie- 
5 sen wird, erlautert ist . Die Laseranordnung kann beispiels- 
weise in ein herkommliches (aufrechtes Oder inverses) Mikro- 
skop integriert sein, um mit Hilfe der Mikroskopbetrachtung 
die gewunschten biologischen Objekte beispielsweise computer- 
unterstiitzt selektieren und anschlieftend (ebenfalls computer- 

10 unterstutzt) per Laserbestrahlung separieren zu konnen. Un- 

tersuchungen haben ergeben, dass abhangig von der Beschaffen- 
heit des zu bearbeitenden biologischen Materials bzw. der La- 
serart und der jeweils eingestellten Laserenergie sowie des 
Laserfokus auf den Schneidevorgang und einzelne biologische 

15 Objekte direkt aus dem biologischen Material mit Hilfe eines 
Laserschusses herauskatapultiert werden kSnnen. 

Zur Laserbehandlung wird in der Regel ein gepulster Laser, 
welcher UV-Laserlicht emittiert, eingesetzt. Dabei kann es 
20 sich um einen N 2 -Laser, einen Excimer-Laser, einen Nd : YAG-La- 
ser Oder einen Ar-Ionenlaser etc. handeln. 

Wie bereits erwahnt worden ist, ist die laserlichtabsorbie- 
rende Membran 1, auf welcher das zu bearbeitende biologische 

25 Material befindlich ist, wesentlich dUnner als die als Stiitze 
dienende Membran 2. Als laserlichtabsorbierende Membran 1 
kann beispielsweise eine Polyester-Membran mit einer Dicke 
von 0,9 um - 1 pm Oder eine Polyethylen-Naphthalin-Membran 
mit einer Dicke von ca. 1,35 pm verwendet werden. Die Poly- 

30 ethylen-Naphthalin-Membran ist beispielsweise zur Laserbe- 
handlung von Zellgewebe vorteilhaft, da sie sich mit relativ 
geringer Laserenergie sehr gut schneiden lasst. Dagegen ist 
die Polyester-Membran von Vorteil, wenn eng beieinander lie- 
gende biologische Objekte, wie beispielsweise Chromosomen o- 

35 der Fiiamente, aus dem umgebenden biologischen Material her- 
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auskatapultiert werden sollen, da hierfiir fur eine Probenge- 
winnung haufig zunachst eine selektive Ablation des umliegen- 
den biologischen Materials erforderlich ist, was bei Anwen- 
dung einer Polyester-Membran ohne Zerst6rung der Membran mog- 
lich ist. 

Insgesamt wird - wie aus Figur 1 ersichtlich ist - eine sehr 
kompakte Tragervorrichtung ftir ein mittels Laserstrahlung zu 
behandelndes biologisches Material bereitgestellt , wobei sich 
diese Tragervorrichtung insbesondere als Einwegartikel her- 
stellen lasst. Ein manuelles Aufbringen der laserlichtabsor- 
bierenden Membran 1 auf das darunter befindliche Tra- 
germaterial 2, welches im vorliegenden Fall ebenfalls in Form 
einer Membran ausgestaltet ist, entfallt. Da beide Membrane 1 
und 2 zwischen dem Grundkorper 3 und dem Ring 4 eingespannt 
sind, ist eine planare Oberflache insbesondere der Membran 1 
sowie ein enges Aneinander-Liegen der Membrane 1 und 2 ge- 
wahrleistet. Eine "wellige" Oberflache beider Membrane wird 
auf diese Weise verhindert. 

In Figur 2 ist ein zweites Ausf tthrungsbeispiel einer erfin- 
dungsgemalien Tragervorrichtung dargestellt. 

Auch in Figur 2 ist die laserlichtabsorbierende Membran mit 
dem Bezugszeichen 1 und die darunter befindliche und als 
Sttttze bzw. Auflage fttr die laserlichtabsorbierende Membran 
dienende laserlichtdurchlassige Membran mit dem Bezugszeichen 
2 versehen. Hinsichtlich der Beschaf f enheit beider Membrane 
wird auf die obigen Ausf tthrungen zu dem in Figur 1 gezeigten 
Ausf uhrungsbeispiel verwiesen. Wie insbesondere aus der in 
Figur 2 gezeigten vergrbfterten Querschnittsansicht eines 
Randbereichs der dargestellten Tragervorrichtung ersichtlich 
ist, werden die beiden Membrane 1 und 2 durch einen Rahmen 3, 
welcher beispielsweise aus Kunststoff gefertigt ist, derart 
zusammengehalten, dass die beiden Membrane 1 und 2 eng anein- 
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ander bzw. unmittelbar aufeinander liegen und insgesamt eine 
kompakte Einheit bereitgestellt wird, welche entsprechend 
leicht zu handhaben ist. Bei dem in Figur 2 gezeigten AusfUh- 
rungsbeispiel sind die beiden Membrane 1 und 2 in den voll- 
standig umlaufenden Rahmen 3 eingespannt. Der Rahmen 3 er- 
fullt analog zu dem in Figur 1 gezeigten Ausf tthrungsbeispiel 
somit im Prinzip zwei Funktionen, namlich einerseits die pla- 
nare Oberflache der beiden Membrane 1 und 2 herbeizuf iihren 
und andererseits die beiden Membrane 1 und 2 fest zusammenzu- 
halten. Bei dem Rahmen 3 kann es sich beispielsweise ebenso 
um einen flachen Metallrahmen, vorzugsweise aus Edelstahl, 
handeln. 

Wie aus Figur 2 ersichtlich ist, ist die dargestellte TrSger- 
vorrichtung in Form eines herkommlichen Objekttragers ausges- 
taltet, wie er insbesondere in handelsublichen Mikroskopen zu 
verwenden ist. Zur Laserbearbeitung des auf "der laserlichtab- 
sorbierenden Membran 1 befindlichen biologischen Materials 
kann die dargestellte Tragervorrichtung wie beziiglich des in 
Figur 1 dargestellten Ausf uhrungsbeispiels erlautert oberhalb 
(bzw. bei Verwendung eines aufrechten Mikroskops unterhalb) 
einer Laseranordnung positioniert und beispielsweise mit UV- 
Laserlicht bestrahlt werden, um einzelne biologische Objekte 
aus dem umgebenden biologischen Material herauszulosen und in 
eine Auf f angvorrichtung zu katapultieren . 

Grundsatzlich kann anstelle einer laserlichtdurchlassigen 
Membran auch ein fester laserlichtdurchlSssiger K5rper ver- 
wendet werden, welcher als TrSger bzw. als Stutze fur die 
darauf befindliche laserlichtabsorbierende Membran 1 dient. 
Dabei kann es sich insbesondere um einen herk6mmlichen Glas- 
ObjekttrSger handeln, welcher handelstiblich beispielsweise 
eine Dicke von ca. 1 mm oder ca. 0,17 mm aufweist. Mit Hilfe 
des Rahmens 3 wird dann die laserlichtabsorbierende Membran, 
welche durch das entsprechende Laserlicht geschnitten und zu- 
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sammen mit den darauf befindlichen biologischen Objekten mit 
Hilfe eines Laserschusses herauskatapultiert wird, sowie der 
Glas-Objekttrager 2 fest zusammengehalten. Die Verwendung ei 
nes Glas-Objekttragers ist zwar grundsSt zlich zur Laserbear- 
beitung von Zellgewebe geeignet, diinne Glas-Objekttrager (Di 
eke 0,17 mm) brechen jedoch sehr leicht und normale Glas- 
. Objekttrager (Dicke 1 mm) sind nur fur Objektive mit relativ 
groflem Arbeitsabstand geeignet- Bei Verwendung einer Membran- 
Membran-Kombination konnen hingegen auch Objektive mit gerin- 
gem Arbeitsabstand, z.B. lOOx-Obj ektive, eingesetzt werden. 

In Figur 3 ist ein weiteres Ausf uhrungsbeispiel der vorlie- 
genden Erfindung dargestellt, wobei wiederum einerseits eine 
perspektivische Ansicht und andererseits eine vergrdfterte 
Querschnittsansicht eines Randbereichs dieses Aus- 
f uhrungsbeispiels dargestellt ist. 

Bei dem in Figur 3 gezeigten Ausf Uhrungsbeispiel wird als 
Tragermaterial ein herkSmmlicher Glas-Objekttrager 2 verwen- 
.det, auf dem eine laserlichtabsorbierende Membran aufliegt. 
Die laserlichtabsorbierende Membran 1 wird auf dem Glas- 
Objekttrager 2 mit Hilfe eines insbesondere umlaufenden Kle- 
bemittels bzw. Klebebands 3 gehalten, welches die Form einer 
dem Glas-Objekttrager entsprechenden Maske besitzt, d.h. das 
Klebeband 3 ist in Form eines rechteckf 6rmigen Rands ausge- 
bildet, wobei der innere Randbereich auf der seitlichen Ober- 
fiache der Membran 1 aufliegt, w&hrend der aufcere Randbereich 
des Klebebands 3 auf der auBeren Oberflache des Glas- 
Objekttragers aufliegt, so dass die laserlichtabsorbierende 
Membran und der Glas-Objekttrager 2 fest zusammengehalten 
werden und wiederum eine auflerst kompakte Einheit, welche 
entsprechend einfach zu handhaben ist, bereitgestellt wird. 

Anstelle des Glas-Objekttragers kann analog zu den in Figur 1 
und Figur 2 gezeigten Ausf iahrungsbeispielen selbstverstand- 
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lich auch eine Sttttzfolie verwendet werden. Hinsichtlich der 
Beschaf fenheit der laserlichtabsorbierenden Membran 1 sowie 
des ObjekttrSgers 2 bzw. der entsprechenden Tragerfolie sei 
wiederum auf die zuvor beschriebenen Ausf iihrungsbeispiele 
verwiesen. 

In Figur 4 ist ein weiteres Ausf tthrungsbeispiel einer erfin- 
dungsgemaften Tragervorrichtung dargestellt . 

Dabei ist in Figur 4 die Tragervorrichtung grundsatzlich ahn- 
lich zu der in Figur 2 dargestellten Tragervorrichtung aufge- 
baut und in Form einer Querschnittsansicht dargestellt. Die 
Tragervorrichtung umfasst somit einen Rahmen 3, der die la- 
serlichtabsorbierende Membran 1 und die darunter befindliche 
und als Stutze bzw. Auflage fur die laserlichtabsorbierende 
Membran dienende laserlichtdurchlassige Membran 2 zusammen- 
halt und spannt . Der Rahmen 3 ist moglichst dunn ausgestal- 
tet, um ein n£heres Anfahren des Objektivs des jeweils ver- 
wendeten Mikroskops an das auf der laserlichtabsorbierenden 
Membran 1 befindliche Pr2parat zu ermoglicheh. Daruber hinaus 
kann mit einem moglichst flachen Rahmen 3 auch der zum Auf- 
fangen von herauskatapultierten biologischen Objekten verwen- 
dete Auf f angbehaiter naher an die Tragervorrichtung heranbe- 
wegt werden, so dass die biologischen Objekte mit einer ge- 
ringeren Streuung herauskatapultiert werden konnen. 

Als Erganzung zu dem in Figur 2 dargestellten Ausf uhrungsbei- 
spiel ist gemaft Figur 4 auf den Rahmen 3 ein quaderf ormiger 
Behalter 5 mit einem (nicht gezeigten) Einf ullanschluss fiir 
lebende (fliissige) Zellkulturen aufgesetzt und beispielsweise 
mit Hilfe eines Silikonklebstof f es 6 an dem Rahmen 3 ange- 
klebt. Das Innere des Beh&lters 5 ist somit luftdicht abge- 
dichtet, so dass die in dem Behalter 5 und auf der laser- 
lichtabsorbierenden Membran 1 befindlichen Zellkulturen in 
einem Brutschrank auf der Tragervorrichtung wachsen konnen. 
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Zur Verwendung der in Figur 4 dargestellten Tragervorrichtung 
in einem Laser-Mikrodissektionssystem der zuvor beschriebenen 
Art kann der Behalter 5 durch Austiben einer entsprechenden 
Zugkraft von dem Rahmen 3 abgerissen werden, so dass die da- 
nach verbleibende Tragervorrichtung analog zu der in Figur 2 
gezeigten Tragervorrichtung verwendet werden kann. Die durch 
den Silikonklebstof f 6 bewerkstelligte Befestigung des Behal- 
ters 5 an dem Rahmen 3 ist somit losbar. 

Selbstverstandlich kann der Behalter auch auf andere Art und 
Weise losbar an der Tragervorrichtung bzw. vorzugsweise an 
dem Rahmen 3 der Tragervorrichtung befestigt werden, bei- 
spielsweise durch eine Vakuumbef estigung. DarUber hinaus muss 
der Behalter 5 nicht unbedingt wie bei dem in Figur 4 gezeig- 
ten Ausfiihrungsbeispiel einen auf den Umfang des umlaufenden 
Rahmens 3 abgestimmten Umfang aufweisen. Die Hohe des Behal- 
ters 5 kann beispielsweise in der Groftenordnung von 1 cm lie- 
gen. 

Bei den zuvor erlauterten und in Figur 1-4 gezeigten Ausfuh- 
rungsbeispielen wurde jeweils ein Tragermittel 2 als StUtze 
fur die laserlichtabsorbierende Membran 1 verwendet. Die Ver- 
wendung einer laserlichtabsorbierenden Membran (vgl. die in 
Figur 1, Figur 2 und Figur 4 dargestellten Ausf vihrungsbei- 
spiele) als Tragermittel 2 ist gegeniiber der Verwendung eines 
Glas-Objekttriigers (vgl. das in Figur 3 dargestellte Ausfiih- 
rungsbeispiel) insbesondere bei stark vergrdBernden Mikrosko- 
pen vorteilhaft, da eine StUtzmembran bessere optische Eigen- 
schaften aufweist und somit die Mikroskopierf Shigkeit verbes- 
sert . 

Die vorliegende Erfindung ist jedoch nicht auf die Verwendung 
eines Tragermittels der zuvor beschriebenen Art beschr&nkt, 
sondern es kann auch vollstandig auf ein Tragermittel 2 ver- 
zichtet werden, wobei dann lediglich die- laserlichtabsorbie- 
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rende Membran wie zuvor beschrieben gehalten und gespannt 
wird, um eine ausreichend grofte Straffheit der laserlichtab- 
sorbierenden Membran 1 zu erzielen. Eine derartige Anordnung 
ist insbesondere dann ausreichend, wenn trockene Praparate 
verwendet werden. Dabei kann die laserlichtabsorbierende 
Membran 1 beispielsweise auf den Rahmen 3 aufgeklebt sein, 
was insbesondere dann gentigt, wenn das auf die laserlichtab- 
sorbierende Membran 1 aufgebrachte Praparat anschlieJiend kei- 
nen weiteren chemischen Prozeduren unterzogen wird. Die in 
den Figuren 1-4 dargestellte Art der Halterung der laser- 
lichtabsorbierenden Membran 1 in dem Rahmen 3 ohne Verwendung 
eines Klebstoffes ist hingegen aufgrund der verbesserten Che- 
mikalienresistenz vorteilhaft, wenn das auf die laserlichtab- 
sorbierende Membran 1 aufgebrachte Praparat chemischen 
Prozeduren unterzogen werden soli. 

Bei Verwendung von fltissigen Praparaten, wie beispielsweise 
lebenden Zellen r ist die Verwendung eines Tragermittels 2 der 
zuvor beschriebenen Art, insbesondere einer Stiitzmembran, 
vorteilhaft, da ansonsten bei Verwendung lediglich der laser- 
lichtabsorbierenden Membran 1 als TrSger fur das darauf be- 
findliche biologische Material beim Ausschneiden und Katapul- 
tieren einzelner biologischer Objekte Flttssigkeit durch die 
dann entstehenden L5cher in der Membran 1 flieften wUrde. 
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PATENTANSPROCHE 

1. Tragervorrichtung fur ein Praparat, insbesondere ftir ein 
biologisches Praparat, zum Separieren einzelner Objekte aus 
dem Praparat mittels Laserstrahlung, 

mit einer laserlichtabsorbierenden Membran (1) zur Aufnahme 
des Praparats, 

dadurch gekennzeichnet , 

dass Haltemittel (3, 4) zum Halten und Spannen der laser- 
lichtabsorbierenden Membran (1) vorgesehen sind. 

2. Tragervorrichtung nach Anspruch 1, 
dadurch gekennzeichnet , 

dass die laser lichtabsorbierende Membran (1) eine Polyethy- 
len-Naphthalin-Membran ist . 

3. Tragervorrichtung nach Anspruch 2, 
dadurch gekennzeichnet , 

dass die Polyethylen-Naphthalin-Membran eine Dicke von ca. 
1,35 pm besitzt. 

4. Tragervorrichtung nach Anspruch 1, 
dadurch gekennzeichnet , 

dass die laserlichtabsorbierende Membran (1) eine Polyester- 
Membran ist. 

5. Tragervorrichtung nach Anspruch 4, 
dadurch gekennzeichnet , 

dass die Polyester-Membran eine Dicke von 0,9 pm - 1 jam be- 
sitzt . 

6. Tragervorrichtung nach einem der vorhergehenden Ansprtt- 
che, 

dadurch gekennzeichnet , 
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dass die Haltemittel (3, 4) derart ausgestaltet sind, dass 
sie die laserlichtabsorbierende Membran (1) und ein zum Tra- 
gen der laserlichtabsorbierenden Membran (1) vorgesehenes 
Tragermittel (2) zusammenhalten . 

7. Tragervorrichtung nach Anspruch 6, 
dadurch gekennzeichnet, 

dass das Tragermittel (2) aus Glas gefertigt ist. 

8. Tragervorrichtung nach Anspruch 7, 
dadurch gekennzeichnet , 

dass das Tragermittel eine Dicke von ca. 1 mm oder ca. 0,17 
mm besitzt. 

9. Tragervorrichtung nach einera der Ansprtiche 1-6, 
dadurch gekennzeichnet , 

dass das Tragermittel (2) eine Membran ist. 

10. Tragervorrichtung nach Anspruch 9, 
dadurch gekennzeichnet , 

dass das Tragermittel (2) aus Teflon gefertigt ist. 

11. Tragervorrichtung nach Anspruch 9 oder 10, 
dadurch gekennzeichnet , 

dass das Tragermittel eine Dicke von ca. 20 yam besitzt. 

12. Tragervorrichtung nach einem der vorhergehenden Ansprti- 
che, 

dadurch ge kenn ze ichnet , 

dass die laserlichtabsorbierende Membran (1) hydrophilisiert 
ist . 

13. Tragervorrichtung nach einem der vorhergehenden Ansprtt- 
che, 

dadurch gekennzeichnet , 
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dass die Haltemittel (3, 4) umlaufend urn die laserlichtabsor- 
bierende Membran (1) ausgestaltet sind. 

14. Tragervorrichtung nach einem der vorhergehenden Ansprtt- 
che, 

dadurch gekennzeichnet, 

dass die Haltemittel (3, 4) in Form eines Rahmens, welcher 
die- laserlichtabsorbierende Membran (1) spannt, ausgestaltet 
sind. 



15. Tragervorrichtung nach Anspruch 14 , 
dadurch gekennzeichnet, 

dass die laserlichtabsorbierende Membran (1) an dem Rahmen 
befestigt ist. 

16. Tragervorrichtung nach Anspruch 15, 
dadurch gekennzeichnet , 

dass die laserlichtabsorbierende Membran (1) an dem Rahmen 
angeklebt ist. 



17. Tragervorrichtung nach einem der vorhergehenden Ansprii- 
che, 

dadurch gekennzeichnet , 

dass die Haltemittel (3, 4) Bestandteil einer Petrischale 
sind. 

18. Tragervorrichtung nach Anspruch 17, 
dadurch gekennzeichnet, 

dass die laserlichtabsorbierende Membran (1) am Boden der 
Petrischale durch die Haltemittel (3, 4) gehalten ist. 

19. Tragervorrichtung nach einem der Anspriiche 1-13, 
dadurch gekennzeichnet , 

dass die Haltemittel (3) in Form eines Klebebands ausgestal- 
tet sind, wobei die klebende Oberflache des Klebebands (3) 
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einerseits auf der Randoberf lache der laserlichtabsorbieren- 
den Membran (1) und andererseits auf einem die laserlichtab- 
sorbierende Membran (1) tragenden Tragermittel (2) aufliegt. 

20. Tragervorrichtung nach einem Ansprttche 6-11 oder 19, 
dadurch gekennzeichnet, 

dass die laserlichtabsorbierende Membran (1) unmittelbar auf 
dent Tragermittel (2) aufliegt. 

21. Tragervorrichtung nach einem der vorhergehenden Ansprii- 
che, 

dadurch gekennzeichnet, 

dass ein Behaiter (5) zum Aufnehmen des Praparats vorgesehen 
und mit Hilfe von Bef estigungsmitteln (6) an der Tragervor- 
richtung losbar befestigt ist. 

22. Tragervorrichtung nach Anspruch 21 , 
dadurch gekennzeichnet , 

dass die Bef estigungsmittel (6) derart ausgestaltet sind, 
dass durch sie eine 16sbare Klebeverbindung zwischen dem Be- 
haiter (5) und der Tragervorrichtung gegeben ist. 

23. Tragervorrichtung nach Anspruch 21 oder 22, 
dadurch gekennzeichnet , 

dass die Bef estigungsmittel (6) derart ausgestaltet sind, 
dass die durch sie erzielte Befestigung des Behalters (5) an 
der Tragervorrichtung durch Ausuben einer an dem Behaiter (5) 
oder der Tragervorrichtung angreifenden Kraft losbar ist. 

24. Tragervorrichtung nach einem der Anspruche 21-23, 
dadurch gekennzeichnet , 

dass der Behaiter (5) mit Hilfe der Bef estigungsmittel (6) an 
den Haltemitteln (3, 4) der Tragervorrichtung befestigt ist. 

25. Tragervorrichtung nach einem der Ansprttche 21-24", 



WO 02/14833 



PCT7EP0 1/09468 



- 21 - 

dadurch gekennzeichnet , 

dass der Behalter (5) derart ausgestaltet ist, dass bei Ver- 
wendung von lebenden Zellkulturen als das PrSparat diese auf 
der Tragervorrichtung innerhalb des Behalters (5) wachsen 
konnen . 
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